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RESUMEN 
 
     El veneno de Crotalus promueve alteraciones locales y sistémicas atribuidas a sus componentes citotóxicos 
y neurotóxicos, su efecto cardio-tóxico, es controversial. Se han descrito niveles séricos elevados de CK, LDH 
y AST con signos clínicos normales. Se determinaron los niveles de CK, LDH y AST en el sobrenadante de 
los cultivos de cardiomiocitos de ratón. Los cultivos fueron expuestos a 5, 10, 20 y 40 µg proteína de veneno 
de Crotalus durissus cumanensis (CDC), a intervalos de 60, 180, 270 y 360 minutos.  La CK resultó indetectable. 5 
y 20 µg/ml de veneno, produce un incremento progresivo y altamente significativo de la LDH entre los 60 y 
360 min con respecto al control (p< 0,01). Con 10 y 40 µg/ml la LDH aumenta entre los 60 y 180 min, 
disminuye a los 270 min. y aumenta a los 360 min (p< 0,01).  A los 180 min la  AST aumenta, sin cambios 
significativos. A los 270 min las concentraciones de 10, 20 y 40 µg/ml producen un aumento de AST 
progresivo y altamente significativo con respecto al control (p< 0,01), A los 360 min la AST muestra un 
aumento altamente significativo con respecto al control (p< 0,01). El veneno de CDC induce cardiotoxicidad 
por el incremento de los niveles de las LDH y TGO en los sobrenadantes de los cultivos celulares de 
cardiomiocitos de rata y su efecto ocurre dentro de la primera hora de exposición al veneno de esta serpiente. 
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ABSTRACT 
 
     The venom of Crotalus promotes local and systemic damage which is attributed to its cytotoxic and 
neurotoxic components; the cardio-toxic effect is controversial. Elevated serum´s levels of CK, LDH and 
AST with normal clinical signs have been described. The levels of CK, LDH and AST in the supernatant were 
determined in cardiomiocites`s cultures of mouse. The cultures were exposed to 5, 10, 20 and 40 µg of poison 
protein of Crotalus durissus cumanensis (CDC) at intervals of 60, 180, 270 and 360 minutes. The CK was 
undetectable. 5 and 20 µg/ml of venom, produces a progressive and highly significant increase of the LDH 
between 60 and 360 min respect to the control (p< 0,01).  With 10 and 40 µg/ml the LDH increases between 
the 60 and 180 min, diminishes to the 270 min and rises to the 360 min. (p< 0,01). At 180 min the AST 
increases, without significant changes. At 270 min the concentrations of 10, 20 and 40 µg/ml produce a 
progressive and highly significant rise of AST with respect to the control (p< 0,01). At 360 min the AST 
highly shows a significant increase with respect to the control (p< 0,01). The CDC poison induces 
cardiotoxicity due to the increasement of the levels of LDH and TGO in the supernatant of rat cardiomiocites 
cellular cultures and its effect occurs within the first hour of exhibition to the poison of this serpent. 
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INTRODUCCIÓN  
 
     Los accidentes ofídicos promueven una secuencia 
compleja de alteraciones locales y sistémicas en el 
envenenamiento clínico y experimental, atribuidos a 
los componentes citotóxicos y neurotóxicos 
contenidos en los venenos de las serpientes. Las 
patologías locales más frecuentes son: hemorragia, 
mionecrosis y edema (1,2) mientras que, los cambios 
sistémicos son: Insuficiencia renal aguda, necrosis de 
tejidos, fallas respiratorias y coagulación intravascular 
diseminada (3,4), otros órganos como el hígado y el 
corazón también pueden ser afectados (5,6). Los 
venenos son una mezcla compleja de enzimas y 
péptidos que las serpientes emplean como 
mecanismo de defensa y/o como medio para 
inmovilizar la presa, inducir su muerte y posterior 
digestión (7).   
 
     En Venezuela el 24% de los accidentes ofídicos 
corresponden a serpientes del genero Crotalus, 
muchos de los cuales ocurren en comunidades 
rurales y son generalmente tratados en forma 
inadecuada (8). La Crotalus durissus cumanensis es la 
serpiente del género Crotalus más abundante en 
Venezuela en especial en zonas bajas y secas y pero 
en ocasiones suele encontrarse en bosques y zonas 
de 2500 mts de altura (9). 
 
     Se han desarrollado modelos experimentales para 
conocer los efectos inducidos por el veneno de 
serpientes utilizando con éxito las vías intravenosa, 
subcutánea, intraperitoneal e intramuscular 
(10,11,12,13,14).  La determinación de las enzimas creatin 
cinasa (CK) y sus isoformas, La deshidrogenasa 
láctica (LDH) y sus isoformas así como, la aspartato-
amino transferasa (AST), han sido empleadas como 
marcadores enzimáticos específicos indicativos de 
daño cardíaco (15,16,17). Estudios previos sobre el 
efecto cardio-tóxico del veneno de serpiente y en 
particular él del genero Crotalus, son controversiales. 
 
     Ha sido descrito alteraciones en los niveles 
séricos de Creatin-cinasa total (CK-total), y 
deshidrogenasa láctica (LDH) similares a los 
encontrados en infarto al miocardio, que cursan 
signos clínicos normales (18), modificaciones tardías 
en los marcadores enzimáticos asociados a 
alteraciones funcionales del corazón (19) y alteraciones 
en la ultraestructura del tejido cardíaco (20).  
 
     Los sistemas de cultivos celulares son utilizados 
con mucha frecuencia para conocer la toxicidad de 
innumerables compuestos, así los modelos 
experimentales de cultivo primario o el cultivo 
celular continuo son una alternativa in vitro. La 
evaluación cuantitativa de la toxicidad de venenos de 
serpiente ha sido realizada en diferentes líneas 
celulares (21,22,23,24,25). Los cultivos primarios de 
cardiomiocitos representan un modelo útil para 
evaluar la biología de las células cardíacas y sus 
actividades biológicas y bioquímicas han sido bien 
estandarizadas (26,27,28) así como, los efectos inducidos 
sobre las células cardíacas por diversos compuestos 
químicos (29) sin embargo, los efectos del veneno 
crudo de la serpiente Crotalus durissus cumanensis sobre 
los cultivos primarios de células cardiacas ha sido 
poco explorado. El objetivo este trabajo es 
determinar los cambios inducidos por el veneno 
crudo Crotalus durissus cumanensis sobre los 
marcadores enzimáticos de lesiones cardíacas en 
cultivos celulares de cardiomiocitos de ratón. 
 
MATERIAL Y MÉTODOS:  
 
Veneno: 
 
     En este estudio se utilizó un pool de veneno de 
10 serpientes Crotalus durissus cumanensis adultas 
mantenidas en cautiverio en el laboratorio de 
Toxicología del Decanato de Ciencias Veterinarias 
(DCV) de la Universidad Centroccidental “Lisandro 
Alvarado” (UCLA). La obtención del veneno se 
realizo por ordeño manual como se describe en (30) a 
los 21 días post ingesta. El pool de veneno fue 
protegido de la luz y centrifugado a 2000g por 10 
min para eliminar los detritus no solubles, liofilizado 
y almacenado a – 80 °C. 
Cultivo celulares de cardiomiocitos: 
 
     Los cultivos primarios de cardiomiocitos 
embrionarios de ratón se obtuvieron al aislar y cortar 
corazón de embriones de rata de 1 – 2 días de 
nacidos procedentes del Bioterio del IVIC, que 
fueron disociados por la colagenasa a razón de 
1m/ml, en una solución amortiguadora a base de 
fosfatos a pH 7,0. Luego se inactivo con suero fetal 
bovino al 10%; y el proceso de liberación de las 
células se realizó mediante centrifugación a 1000 rpm 
durante 30 min. El precipitado resultante fue 
resuspendido en medio (CMF) suplementado 
antibióticos (100UI/ml de penicilina y 0,2 mg/ml de 
estreptomicina). Las células purificadas de corazón 
fueron contadas, resultando 2 x 106 cel/ml, y 
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colocadas en los platos de cultivo previamente 
tratadas con gelatina al 1%, a razón de 100 µl/pozo, 
el medio MEM fue suplementado con suero fetal 
bovino al 5% y solución de hormonas (Insulina e 
hidrocortisona a razón de 5µ/ml. y ferritina 5µ/ml). 
Marcadores enzimáticos. 
 
     Con el pool de veneno se preparó una solución 
de 1,5 mg de proteínas/ml. en agua destilada, en frío, 
protegida de la luz. Se agrego cantidad suficiente de 
esta solución a 250 µL de cultivos de cardiomiocitos 
con 10 días de crecimiento para obtener 
concentraciones finales de 5,0, 10,0, 20 y 40 µg de 
proteínas/mL de medio cultivo, 10 µL agua destilada 
estéril para el control negativo y 10 µL triton-X al 
0,l% en citrato de sodio 0,01%, para el control 
positivo, todos por triplicado. Se removió el 
sobrenadante del cultivo a los 60, 180, 270 y 360 
minutos y se les determinó la actividad de las 
enzimas CK, LDH y TGO. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
     Los niveles de la enzima CK en las condiciones 
de este estudio, no fueron detectables (resultados no 
mostrados). La CK permite la transferencia del 
grupo fosfato desde la fosfocreatina al ADP 
facilitando el transporte de energía en los 
cardiomiocitos (31). Han sido descritas las 
propiedades cinéticas de esta enzima en extractos de 
células madres y de cardiomiocitos neonatales (32). Sin 
embargo, en los cultivos de cardiomiocitos bajo las 
condiciones empleadas en este estudio, los niveles de 
la CK son indetectables. 
 
     En el gráfico 1 muestra cambios en los niveles de 
la enzima LDH en el sobrenadante de los cultivos en 
los intervalos de tiempo empleados, luego de agregar 
dosis crecientes de veneno de Crotalus durissus 
cumanensis. La administración de 5 y 20 µg/ml de 
proteína de veneno, produce un incremento 
progresivo y altamente significativo de los niveles de 
la LDH a medida que aumenta el tiempo de 
exposición al veneno, con respecto al grupo control 
(p<0,01). En los grupos de 10 y 40 µg/ml de 
proteína de veneno, se produce un incremento 
progresivo en los niveles de la LDH a medida que 
aumenta el tiempo de exposición, cuando es 
comparado con el grupo control (p<0,01), sin 
embargo, a diferencia de los grupos de 5 y 20 µg/ml, 
estas concentraciones inducen incremento 
progresivo de la LDH en los primeros 60 y 180 min, 
disminuye ligeramente durante los 270 min, para 
aumentar de nuevo a los 360 min. 
 
 
Gráfico N° 1. Niveles de Deshidrogenasa Láctica (LDH) en sobrenadante de cultivos celulares de 
cardiomiocitos expuestos a Veneno Crudo de Crotalus Durissus Cumanensis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los puntos representan la media ± la desviación estándar, n = 3  * P<0,01 
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     La LDH es una enzima citoplasmática que 
cataliza la interconversión de lactato en piruvato en 
presencia de nicotinamin-adenin-dinucleotido 
(NAD+) en numerosos tejidos, tiene una función 
importante en el transporte de energía dentro de los 
cardiomiocitos (32), es un marcador enzimático que 
ha sido empleado como una valiosa herramienta para 
el diagnostico y seguimiento del infarto agudo al 
miocardio (33). 
 
     Ha sido descrito que los niveles séricos de los 
marcadores enzimáticos de daño cardíaco se 
incrementan tardíamente en pacientes con accidente 
crotálico, y cursan con signos clínicos que indican 
ausencia de daño al tejido. Por otra parte, 
investigaciones sobre la arquitectura ultraestructural 
del tejido cardíaco indican alteraciones importantes 
inducidas por el veneno crotálico. Estudios sobre el 
efecto del veneno de Crotalus durissus cumanensis (5,6) y 
de otras especies como Bothrops Brasilia (34) sobre los 
niveles séricos de LDH, describieron aumentos en 
los niveles de esta enzima a partir de las 3 horas 
post-inyección y su constante incremento a medida 
que aumenta el tiempo de exposición al veneno. 
Pérez y colaboradores (35) reportaron el incremento 
en los niveles séricos de la LDH-total y su isoforma 
cardíaca LDH-1 en ratones expuestos al veneno de 
Crotalus durissus cumanensis. Todos estos hallazgos 
coinciden con los aumentos en la actividad de LDH 
encontrados en este estudio, reforzando la hipótesis 
que indica que el veneno de serpientes en particular 
el de Crotalus durissus cumanensis lesiona el tejido 
cardíaco.  Sin embargo, en este estudio se evidencia 
que su efecto ocurre dentro de los primeros 60 
minutos. 
 
     El gráfico 2 muestra las proporción de LDH 
liberada al sobrenadante de cultivos celulares de 
cardiomiocitos, asumiendo que el 100% de la LDH 
es liberada cuando los cardiomiocitos se incuban con 
Triton-X100, se observa que a partir de los 180 min, 
20 µg/ml de proteína de veneno induce la liberación 
del 50% de la LDH hacia el sobrenadante de los 
cultivos. Así mismo, el 100% de la LDH aparece a 
partir de los 270 min con la exposición a 20 y 40 
µg/ml de proteína de veneno. 
 
 
Gráfico N° 2. Proporción de Deshidrogenasa Láctica (LDH) liberada al  sobrenadante de cultivos 
celulares de cardiomiocitos expuestos a veneno crudo de Crotalus Durissus Cumanensis 
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     El gráfico 3 se puede observar los cambios en los 
niveles de la enzima AST en el sobrenadante de los 
cultivos según los intervalos de tiempo utilizados en 
este estudio, luego de agregar dosis crecientes de 
veneno de Crotalus durissus cumanensis. En los 
primeros 60 minutos, la exposición a 
concentraciones diferentes de proteína de veneno, 
produce un incremento progresivo y altamente 
significativo en los niveles de la AST en el 
sobrenadante de los cultivos de cardiomiocitos, 
cuando es comparado con el grupo control (p<0,01). 
Sin embargo a los 180 minutos de exposición, los 
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niveles de AST aumentaron en todas las 
concentraciones de veneno empleadas, pero sin 
cambios significativos con respecto al control. A 
partir de los 270 min de exposición, las 
concentraciones de 10, 20 y 40 µg/ml muestran un 
aumento en los niveles de AST progresivo y 
altamente significativo con respecto al control (p< 
0,01), mientras que los niveles de AST al emplear 5 
µg/ml son no significativos. A los 360 min de 
exposición, los niveles de AST muestran un aumento 
altamente significativo con respecto al control 
(p<0,01), en todas las concentraciones de veneno 
empleadas.
 
 
Gráfico N° 3. Niveles de Aspartato Amino-Transferasa (AST) en el sobrenadante de cultivos 
celulares de cardiomiocitos expuestos a veneno crudo de Crotalus Durissus Cumanensis 
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Los puntos representan la media ± la desviación estándar, n = 3         * P<0,01 
 
 
     La enzima AST está presente como isoenzimas 
citosólicas y mitocondriales en numerosos tejidos y 
junto con la CK y LDH puede ser empleada para 
determinar daño en el tejido cardíaco (15), además, es 
un buen marcador de daño hepático al asociarse con 
los niveles séricos de la enzima alanina-
aminotransferasa (36) y puede aumentar en respuesta a 
un daño muscular severo (37). Estudios sobre la los 
niveles séricos de AST en ratones inoculados con 
veneno crudo de Crotalus durissus cumanensis 
demuestran que la AST se libera a partir de la 
primera hora de exposición al veneno (6) y en 
humanos a partir de la tercera hora luego de un 
accidente crotálico (5,38), sin embargo, bajo estas 
condiciones no se puede determinar que tejido está 
liberando la enzima. En nuestro estudio la AST 
comienza a liberarse específicamente de la célula 
cardíaca entre las tres primeras horas de exposición,  
lo que sugiere daño a la célula, similarmente como 
ocurre con la liberación de LDH, reafirmando que el 
veneno de Crotalus durissus cumanensis produce daño 
en la célula cardíaca dentro de las tres primeras horas 
de exposición. 
 
     El gráfico 4 muestra las proporción de AST 
liberada al sobrenadante de cultivos celulares de 
cardiomiocitos, asumiendo que el 100% de la AST es 
liberada cuando las muestras se incuban con Triton-
X100, en los primeros 60 minutos de exposición se 
observa una liberación que alcanza un 28,6%, 
cuando de emplea 40 µg de proteína/ml. A los 180 
min presenta un comportamiento inesperado en la 
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liberación al medio de esta enzima, ya que los niveles 
liberados son menores al control cuando se emplean 
5 – 10 y 20 µg de proteína/ml., sin embargo,  la 
exposición de 40 µg/ml de proteína de veneno 
durante 270 min induce 51,2% de los niveles de AST 
encontrado en los sobrenadantes de los cultivos, 
siendo este el valor máximo obtenido durante este 
estudio. Las proporciones de AST liberadas al medio 
son bajas y tardías en relación a las de LDH, quizás 
esto se deba a la ubicación celular de la AST y se 
requiera de mayor tiempo de exposición de las 
células cardíacas al  veneno de Crotalus durissus 
cumanensis.
 
 
Gráfico N° 4. Proporción de Aspartato-Amino Transferasa (AST) liberada al sobrenadante de 
cultivos celulares de cardiomiocitos expuestos a veneno crudo de Crotalus Durissus Cumanensis 
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     Las proporciones de LDH encontradas en el 
medio de cultivo indican que la determinación de 
esta enzima representa una herramienta enzimática 
que sugiere daño cardiaco cuando se exponen a 
concentraciones crecientes de veneno de Crotalus 
durissus cumanensis. 
 
     El uso de cultivos celulares ha permitido conocer 
la toxicidad de muchos compuestos químicos, 
sustancias biológicas y drogas; aunque este sistema 
no reemplaza el uso de modelos animales, disminuye 
su uso y permite determinar el efecto directo de un 
componente sobre las células. Las líneas celulares 
primarias han sido empleadas para evaluar la 
toxicidad del veneno de serpientes (23,24,25).  
 
     En el presente estudio se observaron los 
cardiomiocitos al microscopio de luz antes de la 
exposición al veneno mostrando confluencia y 
apariencia homogénea entre los 8 y 10 días. 
 
     Noriega y colaboradores (6) demostraron que la 
administración intraperitoneal  de veneno de Crotalus 
dirussus cumanensis induce aumento en los niveles 
séricos de marcadores enzimáticos de daño cardíaco. 
 
     Los componentes del veneno responsables de la 
cardiotoxicidad, son poco conocidos, pero es 
probable que el daño sea causado por la acción 
fosfolipásica de la crotoxina sobre los lípidos de la 
membrana celular y mitocondrial de los 
cardiomiocitos, la base de esta afirmación es que la 
actividad fosfolipásica (PLA2) de la crotoxina 
(principal componente del veneno de Crotalus) ha 
sido implicada en numerosos efectos incluyendo 
neutoxicidad (39), miotoxicidad (40,41,42), daño renal 
(25,43), afecta al sistema nervioso autonómico cardíaco 
(44), efectos citostáticos (45) y citotóxicos (46) sobre 
líneas celulares cancerígenas. 
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CONCLUSIONES 
 
     En el presente estudio se evidencia que el veneno 
de Crotalus durissus cumanensis induce cardiotoxicidad 
por el incremento de los niveles de las LDH y TGO 
en los sobrenadantes de los cultivos celulares de 
cardiomiocitos de rata y su efecto ocurre dentro de la 
primera hora de exposición al veneno de esta 
serpiente. 
 
     La determinación de la actividad de la LDH en el 
sobrenadante representa un método alternativo para 
evaluar la toxicidad del veneno de serpientes en 
cultivos celulares de cardiomiocitos. 
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